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Методом эксклюзионной хроматографии проанализированы образцы поливинил-
пирролидона с различными молекулярными массами. Предлагается подход, не требую-
щий построения градуировочного графика для оценки молекулярной массы поливинил-
пирролидона при контроле качества лекарственного средства Фотолон, для которого 
достаточно сравнения времен удерживания испытуемого образца поливинилпирролидона 
с поливинилпирролидоном, используемым в качестве стандарта. С помощью различных 
экспериментальных образцов лекарственного средства Фотолон на основе тринатриевой 
соли хлорина е6 и поливинилпирролидона различных молекулярных масс дополнительно 
доказано существование молекулярного комплекса хлорина е6 и поливинилпирролидона. 
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время проблема лечения он-
кологических заболеваний в Республике Бе-
ларусь является очень острой. Традиционные 
методы лечения заболеваний онкологическо-
го профиля не позволяют в полной мере до-
стигнуть всех необходимых результатов. Поэ-
тому в последнее время специалисты различ-
ных областей все чаще прибегают к методам 
фотодинамической терапии, которые по срав-
нению с общепринятыми методами лечения 
обладают целым рядом преимуществ, таких 
как избирательность поражения, отсутствие 
риска хирургического вмешательства и тяже-
лых системных осложнений, допустимость 
многократного повторения, низкая стоимость 
и многое другое [1]. Разработанное на РУП 
«Белмедпрепараты» лекарственное средство 
Фотолон представляет собой молекулярный 
комплекс хлорина е6 и поливинилпирроли-
дона (ПВП). Лекарственное средство уже 
зарекомендовало себя как эффективное ле-
карственное средство при лечении не только 
некоторых онкологических заболеваний, но 
также заболеваний глаз и других органов [2–
4]. При этом контролю качества лекарствен-
ного средства уделяется огромное внимание. 
Разработанные ранее методики совершен-
ствуются и валидируются, разрабатываются 
новые методики [5–6]. Актуальным является 
вопрос стандартизации качества поливинил-
пирролидона. В фармакопеях имеются неко-
торые расхождения по стандартизируемым 
параметрам (таблица 1) [7–10]. Молекулярная 
масса стандартизируется по К-значению вяз-
кости. В то же время согласно международ-
ным требованиям для парентеральных лекар-
ственных форм рекомендовано применение 
поливинилпирролидона с молекулярной мас-
сой, не превышающей 10 кДа. В связи с этим 
важным является постоянный мониторинг 
молекулярной массы поливинилпирролидо-
на, который входит в состав лекарственного 
средства Фотолон.
Таким образом, целью данной работы 
является оптимизация методики опреде-
ления молекулярной массы ПВП в лекар-
ственном средстве Фотолон.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалы. Исследовали образцы 
поливинилпирролидона различных про-
изводителей с молекулярными массами 
около 10 тыс дальтон: поливинилпирро-
лидон низкомолекулярный медицинский 
12600±2700 (повидон) производства ООО 
«АК Синтвитта» (Российская Федерация) 
(далее – ПВП 12600±2700); поливинил-
пирролидон низкомолекулярный меди-
цинский 12600±2700 производства ООО 
«АК Синтвитта» (Российская Федерация), 
фракционированный согласно методике, 
предложенной РУП «Белмедпрепараты» 
(далее – ПВП фракционированный); Плас-
дон С12 и Пласдон К17 производства ISP 
AG (Швейцария). Отдельно анализирова-
ли экспериментальные образцы Фотолона 
на основе тринатриевой соли хлорина е6 
с ПВП различных производителей с раз-
личными молекулярными массами: ПВП 
12600±2700, ПВП фракционированный, 
Пласдон С15. Также для анализа использо-
вали образцы пуллулана серии Р-82 (фир-
мы «Shodex»), с молекулярными массами 
100000, 50000, 20000, 10000, 5000.
В работе использовали пропанол-1 
(Merck, Германия) и кислоту трифторук-
сусную (AppliChem, Германия), реактивы 
были хроматографической степени чисто-
ты. Натрия нитрат (Merck, Германия) и на-
трия азид (Merck, Германия) были степени 
чистоты – чистый для анализа.
Подготовка анализируемых образ-
цов. Образцы поливинилпирролидона и 
лекарственного средства Фотолон раство-
ряли в подвижной фазе с получением рас-
творов с концентрацией поливинилпирро-
лидона 0,1 мг/мл. 
Для определения молекулярной массы 
свободного поливинилпирролидона в ле-
карственном средстве Фотолон использо-
вали методику, предложенную ранее [10]. 
Согласно этой методике, после титрования 
раствора Фотолона разбавленной хлори-
стоводородной кислотой до рН 3,2 обра-
зующийся осадок фильтровали на фильтре 
«синяя лента», а фильтрат, содержащий 
поливинилпирролидон, анализировали ме-
тодом эксклюзионной хроматографии.  
Оборудование. В работе использован 
жидкостный хроматограф фирмы Waters 
(США), включающий насос Waters 600, 
фотодиодную матрицу Waters 2996 и реф-
рактометрический детектор Waters 410. 
79
Вестник фармации №2 (64) 2014                                                                         Научные публикации
Использовали хроматографическую ко-
лонку КВ803М (марки Shodex), заполнен-
ную полигидроксиметакрилатным гелем, 
размерами 300х8 мм. В качестве подвиж-
ной фазы применяли 0,1 М водный раствор 
натрия нитрата [11]. Скорость подвижной 
фазы составляла 0,7 мл/мин, температура 
хроматографической колонки – 25оС. Объ-
ем петли ручного инжектора 20 мкл. 
Среднюю молекулярную массу по-
ливинилпирролидона рассчитывали с по-
мощью GPC-опции программного обе-
спечения «Millenium» (фирмы Waters) по 
универсальному градуировочному графи-
ку, принимая коэффициенты уравнения 
Марка-Куна-Хаувинка для поливинилпир-
ролидона фирмы «Синтвитта» К=1,4·10-4 
и α=0,7 [12]. Из кривой элюирования рас-
считывали среднюю молекулярную массу. 
Результаты анализа считали достоверны-
ми, если выполнялись требования при-
годности хроматографической системы. 
Хроматографическая система считалась 
пригодной, если относительное стандарт-
ное отклонение, рассчитанное для време-
ни выхода пика стандарта пуллулана, было 
не более 1,0%, а молекулярно-массовые 
характеристики (M
w
, M
n
, M
w
/M
n
) стандарт-
Таблица 1 – Показатели качества поливинилпирролидона 
согласно различным фармакопеям
Показатель ГФ РБ 2 том, 2008 Амер. Фармакопея (USP 34 – NF 29, 2011)
Брит. Фармакопея
(BP 2013)
Подлинность
ИК-спектр, 
качественные реакции с 
дихроматом калия, 
с диметиламино-
бензальдегидом, с йодом, 
растворимость в воде
Качественные реакции 
с дихроматом калия, с 
аммония тиоцианатом, 
с йодом.
ИК-спектр,
 качественные 
реакции с дихрома-
том калия, с димети-
ламинобензаль-
дегидом, с йодом, 
растворимость в воде
Прозрачность Должен быть прозрачным Не стандартизируется Стандартизируется
Цветность Не интенсивнее B(K)6, BY(K)
6
, R(K)
6
Не стандартизируется Не интенсивнее B(K)
6
, BY(K)
6
, R(K)
6
pH K-знач. до 30: 3,0-5,0K-знач. с 30: 4,0-7,0 От 3 до 7
K-знач. до 30: 
3,0-5,0
K-знач. с 30: 4,0-7,0
Вязкость (К-знач.) Стандартизируется Стандартизируется Стандартизируется
Альдегиды Не более 0,05% (500 ррm)
Не более 0,05%
 (500 ррm)
Не более 0,05% 
(500 ррm)
Пероксиды Не более 0,04% (400 ppm) Не стандартизируется
Не более 0,04% 
(400 ppm)
Гидразин Не более 0,0001% (1ppm) Не стандартизируется
Не более 0,0001% 
(1ppm)
Примесь А Не более 0,001% (10 ppm)
Не более 0,001%
 (10 ppm)
Не более 0,001% 
(10 ppm)
Примесь В Не более 3,0% Не стандартизируется Не более 3,0% 
Тяжелые металлы Не более 0,001% (10 ppm)
Свинец – не более 
10 ppm
Не более 0,001% 
(10 ppm)
Вода Не более 5,0% Не более 5,0% Не более 5,0% 
Сульфатная зола Не более 0,1% Не более 0,1% (зола) Не более 0,1%
Остаточные 
органические 
растворители
Должен выдерживать 
требования статьи 5.4 ГФ 
РБ II 1 том, 2012
Не стандартизируется Не стандартизируется
Микробиологическая 
чистота
Не обладает 
антимикробным 
действием
Не стандартизируется Не стандартизируется
Количественное 
содержание
Стандартизируется по 
содержанию азота
Стандартизируется по 
содержанию азота
Стандартизируется 
по содержанию 
азота
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ного образца пуллулана с молекулярной 
массой 50000 не отличались от приведен-
ных в паспорте более чем на 5%. 
Для построения универсального гра-
дуировочного графика по 0,025 г стан-
дартных образцов пуллулана серии Р-82 
(фирмы Shodex) помещали в мерные кол-
бы вместимостью 25,0 мл, растворяли в 
15 мл подвижной фазы, доводили объемы 
растворов тем же растворителем до метки 
и перемешивали.
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Перед хроматографированием испыту-
емых образцов производили проверку при-
годности хроматографической системы. 
Рассчитанные из полученных хроматограмм 
молекулярно-массовые характеристики 
пуллулана с молекулярной массой 50000 не 
отличались от приведенных в паспорте бо-
лее чем на 5% (таблица 2), а относительное 
стандартное отклонение, рассчитанное для 
времени выхода пика стандарта пуллулана 
Р-50, составляло менее 1,0% (0,72%).
В результате анализа была получена 
кривая элюирования, из которой была опре-
делена средняя молекулярная масса поливи-
нилпирролидона низкомолекулярного меди-
цинского 12600±2700 фирмы «Синтвитта», 
равная  10946. Среднюю молекулярную 
массу поливинилпирролидона на основе по-
лученной хроматограммы (рисунок 1) рас-
считывали по универсальному градуиро-
вочному графику. Аналогично были рассчи-
таны молекулярные массы поливинилпир-
ролидона в образцах фракционированного 
поливинилпирролидона и Пласдона К17. 
Результаты приведены в таблице 3.
Согласно второму подходу определе-
ния молекулярной массы сравнивали вре-
мена удерживания поливинилпирролидо-
на на хроматограммах растворов образцов. 
Исходя из данного сравнения, делали со-
Таблица 2 – Молекулярно-массовые характеристики пуллулана Р-50 (Mw, Mn, Mw /Mn ), 
рассчитанные из хроматограмм и указанные в паспорте
Образец Характеристика, рассчитанная из хроматограммы Характеристика, указанная в паспорте
M
n
44900 44000
M
w
49100 48000
M
w
/M
n
 1,09 1,09
Рисунок 1 – Хроматограмма образца поливинилпирролидона низкомолекулярного 
медицинского 12600±2700 фирмы «Синтвитта». Среднемассовая молекулярная масса 
(Mw) – 10946
Таблица 3 – Результаты анализа образцов поливинилпирролидона различных производителей
Образец ПВП
Время 
удерживания, 
мин
Среднемассовая молекулярная 
масса (M
w
), рассчитанная из 
хроматограмм
Синтвитта 12600±2700 13,73 11000
Синтвитта фракционированный 14,85 4000
ISP C12 (M
w 
≤4000 по паспорту производителя) 15,79 2400
ISP K17 (M
w 
≤10000 по паспорту 
производителя) 14,40 8000
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Рисунок 2 – Сравнение хроматограмм образца фракционированного 
поливинилпирролидона (а) и Пласдона К17 (b)
ответствующие выводы. Ниже приведены 
хроматограммы ПВП фракционированно-
го с временем удерживания пика поливи-
нилпирролидона, равным 14,85, и образца 
Пласдона К17 с временем удерживания 
пика поливинилпирролидона, равным 
14,40 (рисунок 2). На основании сравне-
ния времен удерживания можно сделать 
вывод, что образец ПВП фракциониро-
ванного обладает средней молекулярной 
массой не более 10000, так как на хромато-
грамме этого образца время удерживания 
пика поливинилпирролидона больше, чем 
на хроматограмме образца Пласдона К17, 
в паспорте для которого указана молеку-
лярная масса, не превышающая 10000. 
Расчет молекулярной массы поливи-
нилпирролидона по данной методике ис-
пользовали также для подтверждения ком-
плексообразования между молекулами 
хлорина e6 и поливинилпирролидона в 
различных экспериментальных образцах 
Фотолона на основе ПВП различных мо-
лекулярных масс и различных производи-
телей. Данное исследование подтверждает 
предположение о том, что формирование 
комплекса фотосенсибилизатора с высоко-
молекулярной фракцией полимера приво-
дит к устойчивым ассоциатам [11], потому 
что изменение молекулярной массы поли-
винилпирролидона после осаждения харак-
терно для всех образцов ПВП (рисунки 3 и 
4, таблица 4). Данный факт указывает на то, 
что хлорин е6 может образовывать молеку-
лярные комплексы с поливинилпирролидо-
ном независимо от их молекулярной массы.
Рисунок 3 – Хроматограмма испытуемого раствора поливинилпирролидона 
фракционированного в экспериментальном образце лекарственного средства Фотолон
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Рисунок 4 – Хроматограмма испытуемого раствора поливинилпирролидона 
фракционированного, полученного после осаждения хлорина е6 из экспериментального 
образца Фотолона
Таблица 4 – Результаты изучения молекулярно-массового распределения 
поливинилпирролидона в различных экспериментальных образцах Фотолона 
до и после осаждения хлорина е6
Образец 
Среднемассовая молекулярная 
масса (M
w
) в растворе 
экспериментального образца 
Фотолона
Среднемассовая молекулярная масса 
(M
w
) в растворе экспериментального 
образца Фотолона после осаждения 
хлорина е6
ПВП 12600±2700 12484 5500
ПВП 
фракционированный 3607 2249
Пласдон С15 4880 4803
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
1. Проведено сравнение двух подхо-
дов для определения молекулярных масс 
поливинилпирролидона как в свободном 
виде, так и в составе лекарственного сред-
ства Фотолон. Первый подход основан на 
сравнении рассчитанных молекулярных 
масс высокомолекулярного соединения 
исходя из хроматограмм, полученных 
при анализе методом эксклюзионной хро-
матографии. Второй подход основан на 
сравнении времен удерживания пиков, 
соответствующих поливинилпирролидо-
ну, на соответствующих хроматограммах. 
Сравнение обоих подходов определения 
молекулярной массы поливинилпирроли-
дона показало их хорошую взаимозаме-
няемость при определении молекулярной 
массы поливинилпирролидона. 
2. Показано, что хлорин е6 может об-
разовывать молекулярные комплексы с 
различными образцами поливинилпирро-
лидона независимо от их молекулярной 
массы.
SUMMARY
S.L. Fiedaruk, T.V. Trukhacheva, 
K.A. Fralenkou, V.P. Kheidorov 
DEVELOPMENT AND APPLICATION 
OF NEW METHODS OF ANALYSE 
OF POLYVINYLPYRROLIDONE 
FOR THE QUALITY ASSURANCE
 OF DRUG PHOTOLON
The article is devoted to the comparison of 
two approaches for the determination of mo-
lecular mass of polyvinylpyrrolidone not only 
in free state, but also in the composition of 
dosage form of medicine named Photolon. The 
first approach deals with classical calculation 
of the molecular mass of polymer on the basis 
of graduation graph. The second approach uses 
the comparison of the retention times of the in-
vestigated sample and the sample that is used 
as reference standard with passport data. It was 
also proved, that in Photolon exists complex 
of chlorin e6 with polyvinylpyrrolidone by 
the comparison of molecular mass of polyvi-
nylpyrrolidone in Photolon with the same after 
precipitation of chlorin. 
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